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Beschreibung 

Die vorliegende Hrfindung beirit'ft ein Verfahren zur Reinigung und gegebenenfalls Analyse von Nukleins&uren 
(DNA, KNA) aus biologischcn Probe n. wohci 7.ur Reinigung der NukleinsaurC TnhibirorCrt fUr die gcgchcncnfalls an- 
5 schlicBcrtdc Nukleins&urc-, insbesondere DNA-Nachwcisrcaktion abgcLrcnm werden. 

Die Reinijjunjj von NuklciniJaantn spiell eine zenlrale Rolle in der Molckularbiolugie. \for alleiii die DNA dienl als 
Ausgangsmalerial fur tjenelische Analvsen in der labordiagOOSlisehcn Fornchung und ini roulineixulBigen EiasalZ. 

Der Isolierung von Nuklcinsaurcn wie DNA und RNA aus biologischen Proben, insbesondere aus Proben dc$ mensch- 

Uchen Korpers. wie zum Beispiei Bku, KflrpcrsekreLen, Gewebepmben, TJrin, Siuhl u. dergl., zum nacbfoJgendcn Ein- 
10 satzio gcnciischc Analyseo kpmmi cine besondere Bedeurung zu, insbesondere im Ilinblick aufcin Screening in dtrlu- 

mordiagnosrik sowic zur Diagnose infektidser Agentien wie Viren Oder Bakterien. 
So isi zum Beispiei die Analyse der DNA, die aus ebgescbiiferten DarmcpiihelxeUen von Siuhiproben stauimi* von be- 

sonderein Imeresse zur" Diagnostik koiorektaler Tumorcn. Von groJJcm Tmeressc ist audi eine Isotierung der Nuklein- 

ssure aus dem \foUblur, uui die isolierte Nukldnsaurc ciner gcnciiscben Analyse su^Unglich zu macben. 
is Insbesondere soli die dabei imfallende DNA in hoher Remheit vorliegen und direki den erforderlicb^n Folgereakuo- 

nen uoLcrwarfen werden konnun. 

Bine Nukleinstiure-Diagnosiik unterEinsaiz von DNA-Amplifikationsansatzcn, insbesondere de r Polymerase-Keuen- 

reaktion (Polymerase Chain Reaction, im Folgenden PGR abgekurzt) Cs. Saiki, R. t Gelfand, D. H. f SioffeL S., ticharf.S, 

J., Higuehi, R.: Horn. G. T., Muliix, K. B.. Ertieh, IT. A. (1 988). Science 039: 487-491 ), croflTnei vicirallige Anaatic zu ei- 
20 ner upcidfi.schcn und Zugleich sensi Liven DNA- Diagnostik, Z. B. von Tumorcn im FriihsLadiurii, die nichl bulasiend und 

fur ein Screening gul geeignet $ind. Aufgrund der insgesamt geringen DNA-Mcnge, die aus ciner definierten Scuhlmeoge 

isoliext werden kann, scheinen DNA-Ainplifikflrionsansaize wie die PCR-Technik eine gccignclc Mclhode zur Vcrviel- 

faitiguog der ioieressierenden DNA zu scin. 
Ilaupischwierigkeiten stellen jedoch Inhibitoren dar, die bci der Anwendung giingiger Extrakiionsmetboden gemein- 
2S sarn mil der DNA der biologischen Probe isoliert werden> und die die in den DNA-Amplifi kaiionsansaizen einzuseizeo- 

den Enzyme inhibieren. So hai sich herausaesiellL dafl die rtlr die PCR ertbrderb'chc DNA-Polymcrase inhibierl wird. 

Insbesondere Stuhlprobcn und Vbllscrum sind krilische biologische Ausgangsproben. da sie mil relatiY grotfen Mcngcn 

an Inhibitoren bchaflci sind. 

Die durch die Reinigung und Isolierung an fallende Nukleinsaure (DNA^ RNA) soU in hoher Relnheit vorliegen und di- 
JO rckt den crfordcrKcben Folgereukiionea unierworfen werdea ktinnen. Die Inhibitoren musscn da her cfnyJenL und selekiiv 
abcelrcnnl werden. 

Ublichcrweise wird die DNA auS Zcllcn i soli err. Dahci wer<lcn Zollcn bctapiclswcisc untor stark donaturicrtnden und 
gegebenenfulls reduzierenden Bedintjungen aufge^hlossen. Well verbreliei 1st der Aufseh(ufi der Zellen niiL denaiurie- 
renden Subsianzen, 5. Delergenzieo. und die Vei-wcndung von bcsiirmnlen. Enzyuien zum Abbau von ProiemcD und 

35 Nukleinsaurcn. So wird beispielsweise Nairiunidodecylsulfai (£>DS) nls denarurierendcji Agcns vcrwendeu Proteinase K 
zum Abbau von Procei nen und RNase A zum Abbau von Ribonukleinsiurco (RNA). Zut vollsikndigen Denaiurierung 
von Proleincn wird die DNA-baltige Li3$ung mil dem organischen LosungsmUcel Phenol exrrahicn. Durch die anscbiie- 
Bende Ecbanolprazipitation crfolgt die Konzcriuicrung der DNA and gleicbzeiug die £niremung verbleibender PhenoJ- 
reste aus der deproieiiuenen, wSssrigen Losung. (Maniaris, T.» FnLscb, E K and Sambrook, (1982). Molecular Go- 

40 ning: A Laboraiory Manual, Cold Spring-Harbor University Press, Cold Spring Harbor). 

1>ie mil einem solchen Verfaliren gewonnene DNA. z. B. aus abgeschilfcnen Darmcpitbclzclien von Ntuhlproben, eig- 
net sich nur begrenzt fl^r den Hinsatz in die sicb ansciilieBenden Folgereaktioncn P insbesondere cn/ymatische Amplirika- 
lionsrcakuonen, wie die PCR. *So belcgen jungcrc Datcn, dan sich nur in 103 Fallen vnn insgc.iaml 230 cxLrahicrrcn 
Siuhlprfjbcn CHffizienz von 44.7%) die DNA mitrels PCR amplifizicren laRr (Villa, TL, Dugani, A., Rcbcechi. A. M.. Vj. 

AS gnub\ A.. GroUoIa, A. f BuilafOw). P.. Losi. L., Perlni, M., TVande, P., Merigbi, A., Lcrose, R_ and Manenii, F. (1996), Ga- 
SLroenierology: 110: 1346-1353). 

Deuier ei al. vertirTemlichien 1995 eine Methods zur Isolierung von DNA aus Stublproben. die das beschriebene Vet- 
fahren zeittich verkUrzt und vereinracht (Denter, R., Pictscb, R„ Hcrtel, S. and Muller, O. (1995). NucL Acids Res., 23: 
3800-3801)- Die sich im Stuhl befindlichen abgeschilfercen DarmepiihelzeUcn werden lysicrt und mi t. einem Adsorbens 

50 (Kartoffelmehl oder Karxoffelsiarke oder Rinderae^rnalbuniin) enthaltendcn Pufifer exirahicd- Zum Abbau von Proiei- 
nen und nukleinsaurespailcndcn Enzymen wird die DNA-haktge TiSsung mil der Proteinase K inkubiert. Die zeitlicbc 
Verktirzung dieses Verfahrcns beruht darauf, daC die PhenoLcxuakLion und anschlieBrnde EUianolfUllung durch die 
wendung von ZencrifUgatlonssSulchen (QlAarnp spui columns, QlACrKN GmbH) crsetzi werden. Wahrend die DNA re- 
versibel an eine Silikamembran in der Sflule bindet, werden stflrende Verbindungen durch die Vcrwcndung cincs gceig- 

55 necen Wascbpuffers infolge der "Wirkung von Zenuifugallcmften durch die Men tb ran gepresst und somii abgereinigt. 
Durch Zugabe eines gceigncicn Puficrs wird die gereinigie DNA infolge eines ZenuifugarionsschriTtes von der Saule 
eluierL Da Sich jedoch Fltissigkcilcn nichl VOllpliinHig «U5 wlchcn Mcuibrancn enlferncn lassun, hal man inirnCr mil ei- 
ncill Veriusl <Jcr DNA-Aushcutc y.u rechncn. Die naeh diescm Vsrfahren gewonnene DNA liegl nichl in ausreichund gil» 
ier Qualicat (A 2 6o/A 2 bo = 1»5) und Menge (2 ug DNA/200 mg Suihlprobc) von Folgcreakrionen, insbesondere die PCR, 

<$0 erfordem eine hohe und reproduzierbare Ausbeutc der DNA-Rohpraparale unler gloich^eiiiger iniensiver Abreinigung 
s id render InhibiLoren. 

Die Amplifikarion eines definierten Gens/Gen abschnitts der nacli der von Deuter et al. bcschhcbcnen Mcrhode prapa- 
rienen DNA mitielseincrcinfachcn PCR zcigl cineEffizicnz von 16%. Auch durch eine nachfoLgende Phenolexirakcion 
dieser DNA laftt sich die Amplifikationscffizicnz nur von 16 auf 40% erhohen. Lediglich die Anwendung einer ver- 
6s schachcelcen ("nested") PCR. die sich durch eine crhbhte Empfindlicbkeii und iJcnsiiiviiiii, bci gleiehzekiger AusdQn- 
nung polcnlicller Inhibitors, auszcicbnei (Newion, C- U. and Graham, A. (1994), PCl^ r Spekirum Akademischer \ferlag 
Heidelberg, Bundesrepublik Dculgchland), cmcU cine erhohle Amplifikulion&ausbeule von 66%. Es isi wllnschensweru 
die DNA in ausreichenderMeage und in reproduzierbar guterQualitat zu isoliercn, so dofi definicrtu (Tene/Genab.sL-hniue 
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in einer einrachen, d h. nichi vcrschachtekeaPCR verviclfaltigt werden konnen. Die DurchfUIming einer verscbacbiel- 
tcn PCR zeigi sich fur bestimmte Anwendungcn (z. B. ronn'nemaBe Uniersuchungen im diagnosi jschen Labor) nachiei- 
lig. da hier die Ram dcr talsch Positiven <lurch ProdoktJcomaminauonen erhoht isL 

Die dcr Rrfindung zugrundcllcgcndc Aufgabo bestchr somu in dcr Bcrcirsiullung cincs verhesscnon \fcrfahrcns zur 
Isolicrung von Nuklcinsfiurcn (DNa, aber auch RNA) aus ungcrchilgtcn biologischen Probcn wic Vbllblui oder Sruhl- 5 
proben; dabei ^Oll djeNukldnsSure in auareichender Menge vorliegen und nicbl mil Inhibitoren verunreinigi s«ln, daB 
sic dtekl den erfordttrlieben Folgereaklionen unlprworlcn werden kann, 

Diese Aufgabc wird geloci durcb cin Verfahren znr Reinignng und gegebenen falls Analyse von Nukleinsiiuren aus 
bioLogischcn Proben, wobei das Verfahren den Schriu umfafiL, daB die Nukleins&uro-halngc Probe zur Abtrennung von 
Inhibitoren fur die gegcbcncnfalls anschtieflendr Nukldnsaure-Analysereakiion mil elner wSBrigen, bis 10 Gcwicnis%- 10 
igen Colcsiymnm-IIairauspension versetzt wird, wobci ais Colescyramin das Colestyramin ^0 eingeseizi wird, das eln 
Copolymeres von Sryrol mh etwa 2% Divinylbeozol rait in die NeUslrukiur eingefilgien quanhrcn Amnromumgruppen 
darsrellt. 

Ais Nukleinsaurcarten kommen sowohl DNA ais auch RNA in Fragc. Aufgrund der groSercn Bcdcutung. vor aJlism 
aber weil Nukleinsaure-AntpHfikationsreaicuonen in derRegcl aur'DNA-Proben aufgebaut sind (vgl. die PCR), wird die 15 
Hrfindung im Pblgendeo stellvcrtrctend zur Isoberung von DNA beschrieben. 

Wcscnrliches Merkmal dcr vorliegeuden Erfindung ist somic die 'Verwendung des speziellen tales tyramins, das die se- 
lekLiye Abreinigung dcr Inhibitoren ermoglicht, zur Rcinigung und Isolierung der DNA. Das spezielle Copolymer dient 
• dabei ais AnionenausLauscho>HarA welchc? ubcrraschcndcrwuiMj die KlofTlich bisher nidi! churakicdsfcrtcnlnhibHoren 
siark bindcL wiihrend die DNA WesenLtich schwachcr gebunden wird und sauril cine cfTi/iunlc Trcnnung von Inhibiforon 20 
ucd DNA erzieU wird. 

Die aus dem Copolymeren gebildctcn Harze konnen Additive emhalicn. 

Zur UidungsabsSnigung enthaU das Copolymere zudem gceigncre Salzpanner, wie ziim Bcispiel Chlorid. Coleslyra- 
min (hier Colestyramin 20) ist dcr Internationale freiname fur das Piasma-Cholcsicrinspicgel senkende Copolymere 
von Siyrol (\finylbenzol) und crwa 2% Divinylbenzol inic in die Netzsimkiur eingoftigtcn quanfiren Ammoniumgruppen. 22> 
Das Colesiyramjn-Granulai iat auch bckanni als ein stark hydrophiles, wasserloslicbcs, basisches AnionenaQfitauschcr- 
harz 2ur Bindung von GallcMieaureo bei Galienakurenvcrlusi^yndromeD und 2ur Bchandlung von HyperchalestErintoie, 
Der Lipidscnker Colesryranrin wird von der Hrma STADApbarm vertrieben. 

& bar sich gezeigL daB bcreits ein eiomuliges Verretscn des erfinduogsgemafi cingesetzten Aniontsnauslauschcr-Har- 
ZBs eine ausreichende selekiivc Abreinigung der InhibiuMreo cnirogllchte. Die eingcserzte Menge des speziellcQ Copoly- 30 
nicrcn bclrSgt 10 Ctcw.-% und wcniger, bc/xDgcn auf das Gcsainlgewicht dcr bchan<kllcn Probe. Obcrhalb tHcscr Menge 
besfcJiL d»c Tcndenz, daB nicht nur die Inhibitoren, sondem auch die gewiia^chic DNA in 7unchmcndein MaBc an das 
Har-6 gebunden wird. 

Ein weilerea, uberraschendes Ergebnis ergab sich aus einem Vergleich ^u anderen. businc-hen Anipncnuustauscber- 
IIarzen»wie einem Fr^^MonoQ'^-Syslcm, einem Diethylaniinocihyl-TIarz (DEAB-Sephacell'™; DE-52) Oder dem js 
Qiagen^-JSiUkarnernbranaiisiaiischer: ObwohJ cs sich um das gleiche Prin?ip eines Anionenauslauschcs handelt, bindei 
das anunooiurnhalrigc Copolymere auu Vinyl- und Dlvinyi-Monomercn die Inhibiioren aus dem biologischen Ausgangs- 
material selekLiver vrad efrekiiver, so daB die nachfolgenden Nukleinsaurc-Anaiysereakiiooen bcrcius bef Anwendung ei- 
ner einfachen PCR senr hohe AmpUfikadonsracen erbringen. Wescntlicli bessere RcsuluiLe ergeben sich bereiis beim Kin- 
saiz einer geringercn Menge an Anionenaustauscher-Harz y und femer sind eine geringere Anxahl an Exlrakuonsschriilco 40 
erforderlieh; in dcr Kegel reichL ein Inkubaiionsschriu aus. 

Die mic der Erfindung erzielbare, selekdve Abtrennung der Inhibitoren wird auch bei ungereinigtcn AusgangSprOben 
crrcichr. 

So hat snzh das crflndungsgcmaflc ^rfahrcn als besonders wirksam crwicscn bei hushcr schr problcmaTisclicn Aus- 
gangsprobcn t z, B. bei VoUblul. das mil Citral und EDTA oder der PCR inhibierenden Subslanz Heparin behundell 45 
wurde, Miwie hei Stuhlproben, die aus dcr J^SC von irn Sluhl abgeschilferlen DarmepirheUeUcn Siaimuen und einen hd- 
hen Amcii an niche bekanntcn Inhibitoren aufweisen, 

Bei biologischen Ausgangsproben. bei denen die zu isob'crende Nukleinsaure intrazeiluiar voru'egt. wiebeispTeisweise 
abgeschilferie Darmcpilhcizellen eothaltendc Stuhiproben. sind die Zellcrj zunachst zu lysieren, urn. das intrazellulfiie 
Material auCzuadilicgcn. so 

Die Lyse bzw, der AufschluB dcr Zcllen kann durch eine gJcichzcitige physikah^chc und chemische Einwirkung auf 
die kdrpertellcnhaiuge Probe er/iclc wcrden. Das ProbenmateriBl kann vor der Lyse in liefgcfrorenein Zustand ( 80°C) 
voriiegen. Im LysepufFer isi gecigceterweise ein denaLuricrcndes Agens, z. B. Nauiumdodecylsulr'ai (SDN) qder andere 
Detergenticn enthalten. welches den chemischen AufschluB dcr ZeJlen bewirki. wahrend das Vferrtlhreo der Suspension, 
beispielsweise mic einem ouromauschen, mcchanischcn Ruhrsysteni, den mcchanischen Auftchlufl begOnsdgt. Bel ss 
Siuhlproben hat sicb gezeigi, daB bei sehr fe*Ler Konsisienz cin kraTtiges Durcbmischen der Probe mil einem Rcagenz- 
glasschulNcr die Folgcanwendungen crlcichicrt. Durch dnen ZcnirirugaiinnsFchrill k^nncn Zollirunimei; unvenlauty 
NuhrungsmUlelrusIc oder andere Makroresie enl fcrnl wcrxlen. 

AnschlieBend 3 n die Lyse erfolgi die Bchandlung des NukJcinsaurehaltigen ZellysaLs mil dem crfindungsgemaB ein- 
geserzien, spezicllen Anlonenaustauscher-Harz. Es empfiehll sich, das Harz in einem gecigocreo Pufier, beispielsweise go 
dem Lysepuffer, vorzuqucUen, iun Verlusle dc^ Volumcns der wSssrigen Nukleinsaure-Losung zu vermeiden. 

Es bat sich gezeigi, dafi eine wassrige, bis 10 gcwichis-%ige, insbesondcre 5 bis 10 gewichu?-%igc Ilarzsus pension 
des Copolymeren die Inhibitoren in ausreichender Menge bindcL und gleichzeiiig die Konzentradon der in dcr wassrigen 
Lfisung vorliegenden DNA nicht oder nur unweseniHch hcrabsetzL 

Gccigncierweise siehL dabei die eingesetzterj Menge an Copolymer-Harx zu der Haufigkeii der Umsctzung in einem « 
umgekelirten Verhaltnis : Das heiBt, bei einem reiadv hohen Ciehalu insbesondere bei 7,5 bis JO Gcw.-% Harzsuspensiop 
in wassrigem Medium, ist eine einmaJigc Umserzung vorzu Ziehen, wahrend Lm iliiuJcren Ciehaltspercjch, etwa vpn 2,5 
bis 7,5 <^w.-% und insbesondere um 5 Gew.-% (±1 Gew.-%), eine zwei- oder niehrmaligc Uiusetzung bessere Resuliate 
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licfcru Dus vortugaweise zu wahl&nd© Vcrhaluiis von Harzgehalt zu Hiiufigkeit der TJmsetzung hangi aberauch von dem 
jeweils zu untersuchcnden Prohenmarerial ab. So isi bei Siuhlproben ein cinmaligcs Umseizen mil l(J(rew.-% oder ein 
zweimaliges Umseizen nut jeweils 5Gew.«% CopoLymer-Haa gut geeignet. Bei Vbllblui {rind Gehaitsbereicbc unlcr 
5 Gcw.-% vorzur.ichcn, wobei cin zweimaliges UniscrV.cn mit jcwcils 2,5 Gcw.-% Copolymcr^Harz bcsOndcrs gur geeig- 
5 ncLisi. 

Zur Abreinigung wird am dnJachslen die NuWemsaurc-hallige (ggf. nicht vorgerelnlgie) Probe irrii der Har z-Suspen- 
sion vereeizl, sehrgui yeirtischl, und dann wieder voin Copolymercn-Har/. abgelrennt. Lelzteres kann bcijuern durch ein 
Abzentrirugieren dcs Ilarfcgranulais erfolgeo. 

Hs hat filch nerausgcsiellt, daB eine zu hiiufige Wiedcrbolung der Excrakiion, insbesonderc bei hohem Vergleichs-Mcn- 
10 gcncinsatz von fiber 10 Gew.-%, zu cincr nachleiligen Reduzierung der Nukleinsaure-Menge fuhrc. Pie TJrsache hJerfUr 
bleibi ungeklart. Es wird vermutct, dafi das spezielle Copolyrucrc zunachst die Inhibiiorcn bindct und dadurch abgesa> 
ligt wird. Fehien jedoch die Inhibiiorcn in der wilssrigen LA sung, kann das spesdelle Gopolymere aufgnmd seiner La- 
dungseigenschaften verstarkt dicNukicinsaure binder). 

Durch das ermidungsgcmaflc Verfahren wird eine ausreichende Abreinigung von Inhibitorcn fur gegebenenfalls an- 
15 schUcBende Naldeins&ure-NachvsiaroakUonen unter gleichzeidgem Email einer gentigend uohen Nukleinsiiure (DNA)- 
KonzeotraUon aich erg es tell t. 

AnschHcBcod an die Inhibiiorabreioigung kann Hie DNA weiier isoliert werden. \ferieUhaft ist es, liierfur zunMisl un- 
spezifisch wirkende Ptoteinasen wie die Proteinase K einfcusetzen, urn Proteinc und Nukleinsaure-spaltende Enzyme ab- 
'ziubaueA. Danach erhall man cine vfakosu, gullerlarligc Flussigkcit. Daraus wird die DNA vw.ugswcise miuels Phcnol- 

20 oxiraklion und an schlie Bender Bhanolpra/.ipiuuion aus der wassrigen Phase isoliert. AllcrnaUv 1h*Qi sich die DNA durch 
die Vcrwcndung eines Deiergens, beispielswcisc eines chaouopen, Guanidin-balligen Deterge ns (wie DNAzol™ von 
Gibco BRL), miL anschlieflender Ethanolfallung aus der wfissrigen Phase isolicrcn. Dazu wird die DNA-haltigc. mi i Pro- 
teinase K verdaute Losung mil dem Deiergens uud Etbanol versetzt und sofort durch cinen Zenirifugadonsschricr oelle- 
tiert. Da weder orgamsche Lostingfimirtel (Phenol, Chloroform) eingesetzt werden, noch mehrere Zenirifugarionss- 

is schriite zur Extraktion nodg sind, isL dieses Verfahren schr anwcnderfreundlich und zeitcrsparend. Die Verwendung von 
organischen Losungsmitleln wie Phenol oder cfaaotropen Dclcrgemien zur lsolierung von DNA kann alternadv durch 
den Gebrauch von fiir diefien Zweck bekannren Zentrirugatiansfiiiulchen erseizt wcrdcu, beispielsweise durcti QlAamp- 
spin columns™ von Qiagen™. rEerbei eigncr sich zur Zellyse sowohl ein Proteinase K- Verdau. sowie die Vcrwcpdung 
von kommcrzicll crhaltlichen Lysepuflero U. B. AVT>-Puffcr des QIAamp Viral RNA Kii» rM von Qiagen, Heparin^ C 

10 Virus-Lyscrca B cn» des AmpUcor HCV Kits^ der Hoffmann-La Roche AG). Bci der \ferwendung der Icauflichcn T.ysc- 
puHer CTfblgl die Bchundlung der Proben analog dem jeweiligen Proiokoll der Hersieller. 

An die Rcinigung bxw. iROliemng der DNA bzw. RNA kilnnen sich dann - jc nach Wunsch - Folgcrcakh'oncn an- 
schlieflen. Die hierfiir erfordcrb'ebe QualitaL der Nukleinskurcprobc wird dureb dai erfind ungsgemUBe Verfahren zur Ver- 
TugunB geslelli: Die erGndungSgemaBe Verfahreraweise gewahrleislel eine Preparation der Nukleinsiiure mil hohex Aus- 

35 beutc (bcispielsweifie 10-15 ug DNA pio 200 mg Stuhlprobe) und ReinhciL (A^o^eo = 1,7) unter Abreinigung von rnh> 
bilorcn en^ymaiiscber Reakfionen und crlaubl es, eine qualitariv reprodujperbarc Analytik durchzuruh/cn, insbesondexe 
in Kombinalton mil enzymatischen Verfahren zur Anipliiikation von DNA. 

Es hai sich herausgesielli, daB das ertindungsgcrnaBe Verfahren in besonders gunsuger Weise mil einer PGR- Amplifi- 
kation kombinicrt werden Untm r wobei bereits cine cinfache PC,H in 87% alter unrcrsuchten Stuhlproben zum Erfblg 

^0 ruhrtc. 

Die gemaB dem crrindungsgemaBen Reinigungsverfahcen gereinigle bzw, isolierie DNA wird vorzugsweise einer 
PGR untcrworfen, die in CJegenwart eincsTragerproreins^ wie Rinderserumalbumin (USA), ausgefiJhtf wird. Die 'IVtiger- 
prolcinkonzcnunrion wird dabei hoch gcwSbli, vory.ugswcisc mchr aU 50ug/mL Schr gutc Amplifikanonsratcn haben 
sich bei Trugerproicin-Konzcntrarioncn im Bcreich von 1^0-200 pg/ml ergeben. Wcttertlin wirken sich rclativ holw 
45 Konzcntralioncn an Tur die PGR errbrderlicbcn Nukleoliden (Desoxyribonuklwjsid-Triphosphaie). Pruncr uodDNA-Po- 
) ymcrasen wie der Taq-DN A -Polymerase vorleilhun aus. Die Nukleoli'Ucon/jenlralionen Hegen vor/.ugsweise im Bereich 
von 150-225 ^uM. Glcichzeiug liegi die Primerkonzcnu-aiion im Bereich von 0,75 bis 1,25 pH. Der Gehalr an DNA-Po- 
lymeraje llegt geeignclerweise im Bereich von 2,5 bis 3 Unils pro 50 pl-Ansatz. 

Die Amplifikation erfolgt niosichtiich der beabsichtigten wudnemaSigcn Anwendung im dagnostischen Labor vor- 
50 zugsweise durch eine einfache PGR, in der 30-35 Temperatiirzyklen durchlaufen werden. 

Die Erfindung wird an hand der nachfotgenden Bcispiele nahererlauterL 

Beispiel 1 

55 lsolierung VOQ DNA aus cjner Stuhlprobe 

200 ing Siuhlmalorial wird fiirdicDauer von niindcslcn.S tincr Slur deb t:i -80 U C hefgclrorcn, anschlioBuntlTrril 600 ul 
T-y.sepurfer (500 mM Tris, 75 niM KDTA, 10 rnM NaGI, 1 % SDS. pH 9.0) vereely.1 uml homogenisicn. Die IysierlePrube 
wirri 10 min. bei 4°G und 6000 x, g in einer Eppendorf-Tischzenrriruge zenuifugien, um grobe Stuhlpartikcl, ZcULrum- 

G0 mcr, Baklenen unc\ Nahrungsmlttelrestc abzutrennen, Der Obersrand wird ein rwciles Mai bei 4°G* 20000 x g JO min. 
2enirifuglen. Der DNA-balligc Uberscand wird mit dem gleichen \blumen einer C.'olestyramin-Losune (59b Golestyra- 
rnin in Lysepuffer) versctzi, gut durchmischt, 2 min. bei RaumtempcraUir inkubieri und wie oben beschrieben bei 20000 
x g zentrirugicrt, Nach einer Wiederholung dieses Exirakiionsschrittes wird der kiarc Obcryiand itiit der Proteinase K 
(Endkonzentration 100 pg/ml) 2 Stunden bei 56°G inkubien. Die vcrdaure Probe wird mit dem gleichen \folumen einer 

65 PhenoUGhloroform-Isoamylalkohol-LoKun(i (25 : 24 : 1) versetzt. gut durchmischt und 5 min. bei Raumiemperatur und 
20000 x g abzcnirifugien. Die wassrige. obero Phase wird ein weiteres Mai mil dem gleichen Volumen einer Ghloro- 
form-fsvoarnylalkohoULOsung (24 : 1) verserw und wic oben beschrieben zentrirugicrt, Aus der waSSrigen, obetian Phase 
kann die DNA durch cine Emanoipraripiiation. durch Zugabe von i/lt). Volnmen 3 M Natriumacetai, pH 5,2 und 2,5-fa- 
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chcm Volumen 100%igem Kihanol, peUeriert werden, Das in 75%Igem Ethanol gcwqschene und bei Raumrcmpcralurge- 

iroeknew DNA-Peller wird in KM) pi destiliierrem Wasscr gclflst. Die DNA-Ausbeure berragi 10-15 p£ pro 200 mg 

Kuiblprobe mil einem A^o^crVcrliaUnit; von 1,7. 5 ul dicscr DNA-Losun£ werden 2ur Amplication definierier CJenc/ 

Gcnabschnirtc in cincm 50 pl-PCR-Ansatz dngaiclr.1. Das Aftiplifikadonsgcmisch mm sich wic rblgr zusammcn: 

lOmMTris-HCLpHM 5 

50 niM kc:i 

2 ? 0«iMM«Cl 2 

200 mM jcdcs dNTP 

160 ug/nii Riodcrscruniiilbundn (BSA) 

I pMjeder Primer 10 
2,5 1 J Taq-DNA-Polymcrasc pro 50 u L-Ansarz 

Beispiel 2 

Isollerung von DNA au* Vollblm 

500 ul Curat-, Heparin- odcr EDTA-Blut oder liefgcftorcncs und wieder aufgetautes Biut werden rait 5(H) pi Lysepuf- 
fer (5(K) rnM Tris, 75 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1% SDK, pH 9,0) versetzi und gut durcbmischL Die DNA-lialuge Lo- 
Bung wird mil dom gleichen Volumen cinerColesiymniin-lAsung (2,5% Colesuyndinin in T,y.scpufler) versci/.Uguldureh- 
TiiischL, 2 min. bel Rammcinpetaiur Inkuhicii und wie oben hesehricben bei 20000 X g '/enirifugiwi. Nach ciner Wiiidcr- 20 
holung dieses Exiraktionsschriucs wird dcr klarc Oberstaod mil der Protcinane K (Endtonzentration 100 ug/ml) 2 Siuo- 
deo bei 56 P C inkubiert Die verdaute Probe wird mil dem gleichen Volumen Phenol versetzi, gui durebmischr und 5 min. 
bei Raumicmperatur und 20000 x g abzentrifugicri. Die wassrige, obere Phase wird cln weiieres Mai miL dem gleichen 
Volumen einer Chlorofonri-Isoantylalkobol-Losung (24 : 1) verserzt und wic oben hesehrieben zentrifugicrt. Nach cfli- 
zienter Lysc allcr cukaryemrischen unoVoder prokaryonuschen Zelien und/oder Viren (gleichzeilige Inaktivieruog in- 
fektioser Pamogcnc) und dmeh Deflaiurierung und enzymauschen Abbau von Proteinen (gleichzeilige Entfeniung dcr an 
die NukleinsSure gebundenen Protcinc) kann die DKA aus dcr wassri pen, oberen Phase durch einc EthanolprSzipirarion, 
durch Zugabe von 1/10- Volumen 3 M Nairiumaceial, pH 5,2 und 2p-fachem Volumen !00%igcm Ethanol, pelleiierr 
werden. Das in 75%igem Ethanol gewaschene und bei Raumteinperatur gelrocknete DNA-Pellet wird in 30 ul desiiilier- 
tein Wasser gelost. Die DNA-Ausbcate beuriigt 5-10 ug pro 500 ul \foUblut mit eitiem A^sn-VcrhaUms von 1.7. 5 ul 30 

dienur DNA-TjOSUng werden zur AnipbTikalKin dcflnlcrier Genc/Gcnahschmue in cincm 50 ul-PCR-Ansal/. ringcset/L 

Das Ampliflkadonsgcmisch tm\ sich wic foltt,t zusammcn; 

10inMTris-HCLpH8,3 

50iiiMKC1 

2 l 0mMMga7 35 

200 mMjedes dNTP 

1 60 ug/mi Rinderaerumalbuinifi (BSA) 

1 mMjeder Primer 

2,5 V 'laq-DNA-Polymerase pro 50 ui-Ansatz 

Nachfolgend sind die Ergebnisse von Verglcichsversuchen dargesicllr, wobci dcr Einuacz des erfindungsgcrnaB vec- 40 
wendctcn Colcgiyrandos mil herkfiuimlicrien Anionenau&iauscherliarzen vergiichen wird. Die VersucbsdurcuKihrung 
verlict' wic im Beispiel 1 beschrieben. 
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r,n PsienlanSpruehe 

1, Vcrfahren ?.ur Reimgung, gegebenenfalls auch Analyse, von Nuklelnsauren aus biologischcn Proben, dadurdi 
gekennzfllcUpel, daB da* Vcrfahren den Schrirt umfaftl. daB die NukleinsaurehaUige. Probe zur Abrrcnnung von Tn- 
hibkoTCD fur die gcgebenenfaUs anichlieB^nde Nukidnsa^rc-Aoalysercaktion mil einer wSBrigcn, bis lOGew.- 

63 %igen Coicstyramin-Hmxsuspcnyion vei-seizc wind, wobci als Oolesiyraniin dam Colestyrarain 20 dngcsctzl wind, 
das cin Copolymeres vou Styrol und etwa 2% Divinylben^ol mic in die Netzstruktur cingcfiigicn quartaren Ammo- 
niuuigreppcn dnmielH. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleiosiiurc nach dcr Behandlung dec Nuktein- 
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saurchaliigcn Probe mil Colcsiyrainin durch Phenolextraklion mil anschlteBeudcr AlkoholpriilipuaiiOA isoliert 
wird. 

3. Vertahren nach Ansprucli 1 oder 2, dadurch gckcnnzcicbnci, daB die isolicric Nuk lei ns sure zur nachfblgenden 
Analyse cincr Polymcrasc-Kcllcnrcaklion untcrworfcfr wind. 

4. Vcrrahrcn nach An.ipruch 3, dadurch gckenn?,cichncr, daB die Polymcra^c-Kcircnroakrion in Gcgcnwart von Trii- 5 
gerprolein erfolgt. 

5. Verfahren nach An sprue h 4, dadurch gekennusicbnel. daB die Trkgerprolein-Konzcn^raiion inchr als 50 p£/ml 
betrilgL 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gckennzcichnet, 

daB in der Polymerase-Keitennsakiion folgende Konzcntraiioncn cingcscrzi wcrden: 10 
Tragerprgttrinkon?.eniration: i20-2()0 li%fml, Konzcniration jedc-s Desoxyribonukleosid-TWpbosphais; 
175 225 \M. wnd 

Konzcniration jedes Primers: 0,75 1,25 pM. 
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